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La presente Invention concerne un procdd4 de pro- 
duction d"un vaccin destine au traitement preventif et cutatif 
de la mammite die la vache* 

.11 est connu d*extraire un polysaccharide appel^ 
5 SSA ( "Smith Surface Antigen") ou SPA ("Staphylococcal Poly- 
saccharide Antigen"} de la .souche dif fusee en milieu de Smith 
Staphylococcus aureus (S,. aureus ) le r^actif de SSA ou SPA 
determinant la protection d*animaux centre une infection proyo— 
qude par des souches de' S« aureus , Toutefoisj la protection 
lO ainsi produite est specif ique de souches diffuses en milieu 
de Smith ou de souches simil aires* Ces di verses souches sont 
consid^r^es comme etant des types individuels d*organismes • . 
encapsuleSf coroprenant des souches du type k capsule de Wiley 
qui sont identiques aux souches dif fusses en milieu de Smith 
15 ou aux souches similaires. 

Jusqu*a present 9 extraction du polysaccharide des 
capsules de souches de S> aureus a dfl etre effectuee en utili- 
sant la souche diffuse en milieu de Smithy etant donnd que des 
souches tocapsul^es de S> aureus autres que les organismes 
20 diffuses en milieu de Smith ou des organismes similaires* n*ont 
pas encore ^t^ Isoldes. 

II est connu que les rdactifs ainsi extraits n^exer- 
cent aucun effet preventif vis-&«-vis de la mammite de la vache. 

Le but de la presente invention est de trouver un 
25 proc^dd d' extraction du polysaccharide de souches encapsuldes 
de Staphylococcus en vue de produire un vaccin destind au trai- 
tement prdventif et curatif de la mammite staphylococcique de- 
la vache* 

Comme on le montrera ci-apresy cet objectif a 6t4 
30 attaint ainsi que d' autres par 1* immunisation de troupeaux de 
bovidiSs & l*aide d*un vaccin comprenant un polysaccharide, 
capsulaire ddrivd de souches encapsuldes. 

Generalementf des souches de S» aureus non encapsuldes 
' produiseht une colonie de type., morphologlque compact dans 

35 Xemilieu formd deg^lose mblle con tenant du sdrumtqui consistent^ 
par example eh une infusion coeurrcervelle (ICC)» en gdlose . 
et en scrums normaux de lapin» tandis que des souches encapsuXees 
de S» aureus prdsentent en ces milieux une croissance de .'type 
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diffus, Toutefolsr les souches encapsulees de type diffus 
donnent des colonies dont la morphologle se transforme en adoptant 
le type de croissance compacte dans le milieu SSA contenant 
les anti-sdrums de sot^ches homologuesy tandis qu*il n*y a pas 
5 de changement du type de croissance dans le cas d'anti-sdrums 
de souches hdt£rologues. Tout type diffus de souches encapsu- 
lees de S. aureus donnant des colonies dont la morphologie 
est du type compact dans le milieu SSA contenant des scrums 
anti-souches diffuses de Smith sera d£sign£ ci-apr&s par la . 

10 lettre A. Une seconde souche qui produit des colonies k morpho- 
logie de type diffus dans le milieu SSA contenant des scrums 
anti-type A ne produit toutefois que des colonies a morphologie 
de type compact dans SSA contenant des an ti -scrums homologueSf 
cette seconde souche 4tant considdr^e comma appar tenant k. un 

15 type B. Une troisi&me souche qui produit des colonies diffuses ' 
dans le milieu SSA contenant des scrums anti-type A et/ou anti- 
. type B ne produit toutefois que des colonies & morphologie 
de type compact dans le milieu SSA contenant des anti-serums 
homologues» cette troisieme souche etant consid^r^e comma appar— 

20 tenant au type C«.On a d^sign^ de la mdme fa^on les types' Dy Z$ 
Ff etc» Cn utilisant . ces souches de S« aureus de type capsulaire 
serologiquement diff^renty on a extrait des polysaccharides 
capsulaires de la fa^on suivante* Les organismes cultivds sur * 
le milieu "110** modifies qui sera ddfini ci-apr&sy sont traites 

25 & l*aide d*un oscillateur k ultra sons .pour obtenir la matifere 
capsulaire puis les capsules sont separees de cette matiere par 
centrifugation. Les acides nucleiquesj les proteines* et les 
lipides sont enlev^s de la surface de cellule et de la fraction 
capsulaire par Inaction de ribonucleasei de 'd^soxyribonucl^asef 

30 de chloroforme contenant du butanol* d 'acetone et d'^ther. Les 
polysacharides ainsi obtenus prot&gent des animaux d*une 
infection provoqu^e par des souches encapsulees homologues. 

Gdn^ralementy les souches de S« epidermidis ont ete 
considir^es comme non pathog&nes envers les animaux et l*homme» 

3S Toutefoisy des infections caus^es par ces souches constituent . 
depuis quelques temps un probl&mey bien que le facteur pathog6- 
nique provoquant ces infections reste inconnu* 
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Apres de nombreuses experiences! 1 * importance de la 
capsule dans l.'dtablissement d* infections dues & des couches 
encapsuldes de S, epidermidla vient d'etre reconnuei et nravait 
pas 6t6 sighalde Jusqu'a present. Le polysaccharide capsulaire 
5 provenant de souches encapsulees de S> epidermidis s'est montrd 
ef f icace .en tant que vaccin pour !• immunisation active contre 
des infections staphylococciques. 

11 Y a lieu de remarquer qu'une immunisation passive 
de souris avec un s^rum de lapin hyper'immun prepare avec la 

10 souche ATCC 31432 (SMU 76) de S, epidermidis , qui a etd isolee 
par la Demanderesse« est capable d* assurer la protection contre 
des infections dues & des souches' homo logues. De memei une 
activity de protection passive de cet imroun-serum de lapin 
poiirrait Stre supprimee par 1' addition de la souche SMU 76. . 

15 Lorsque des souches de S. epidermidis virulentes pour la souris " 
exercent^egalement une activit^y par exemple 1* aptitude & 
absorber I'activite protectrice passive de la souche anti-SMU 
76 de lapini bn-peut les considerer comrae dtant des souches 
encapsulees . de S. epidermidis . 

20 La souche encapsulde de S. epidermidis peut &tre 

Isolde d* une culture de souches.de S. epidermidis dans un bouil- 
lon consistant en une infusion coeur«*cerveIlef ou dans d*autres 
bouillons de ce type tels que le bouillon n* 110* 

On peut obtenir la culture en faisant incuber ce 

25 bouillon de 20.& 40''C et de preference de 26 a 37'*C. Les orga- 
nismes sont ensuite isoles par centrifugation» de preference 

environ 7O0O x g. La centrifugation est effectuee pendant une . 
p4riode de 10 minutes a 1 heurey de preference pendant 20 minutes* 
Les organismes peuvent &tre laves le cas echeant avec une solu- 

30 tion physiologique sterile de chlorure de sodium. Les organismes 
ainsi recueillis sont ensuite soumis a un test d^activite patho-** 
gene par mise en suspension dans du sejrum physiologique i la 
turbidite etant -ajustee h la densite optique- 1|0 par spectropho- 
tometrie Si 430 m)i* La suspension cellulaire est ensuite diluee 

35 dans le rapport de 1:10 conformement a la methode de comptage 
. : sur plaquet avec du serum physiologique. On injecte par- voie 
intraperitoneale 0|5 ml de cette dilution a 5 souris pesant 
environ IS g. Lorsque plus de quatjre souris sont tuees moins 
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de 7 jours apres !• injection des souches de S* epidermidis i 
ces souches sont considerees* experimentalementt cocune' etant 
virulentes pour la sourls. 

Ce sont ies souches virulentes de S> epiderinidla 
5 qui sont interessantes a utiliser dans la preparation du vacdn 
de l*invention. En particulier, la souche ATCC 31432 (SHU 76} 
de S. epidermidis s*est montr^e particullerement efficace comme 
source de vaccin. 

Un vaccin- tue a la chaleur peut 6tre prepare en for- 

10 Riant une suspension cellulaire des organismes prepares comme 
decrlt ci-dessus dans du serum physiologique* La temperature 
h laquelle I'organisme est tue n*est pas determinantej pour 
autant' qu*elle est suffisante ^ cette fin* Un cHauffaga h des 
temperatures d* environ 121**C pendant: environ 15 minutes s'est 

15 rSveie satisfaisant. Le vaccin tue a la chaleur peut. etre uti*- 
Use directement .pour une immunisation active' ou bien on peut 
l*utillser pour preparer un vaccin destine it une immunisation ^ 
passive en utllisant un animal-hdte convenable tel que le 
lapiny h partlr duquel on obtlent un serum hyperimmun par les 

20 operations connues. II est preferable d*utiliser la souche 
* ATCC 31432 (SMU 76) de S, epidermidis pour preparer le vaccin 
en vue de 1 'immunisation active ou passive « X«a structure de 
cette souche particull^re a ete mise en evidence au microscope 
eiectronique • 

25 Un vaccin particullerement apprecie comprend le 

polysaccharide capsulaire associe a I'organisme epidermidis 
encapsuie* Le polysaccharide peut Stre'obtenu en cultxvant les 
cellules dans un lieu convenable tel que le bouillon **110** mo— 
difie ou. un bouillon coeur-cervelley la culture etant suivie 

30 d*un traitement a 1 *oscillateur. St ultrasons et d*une centrl«- 

fugatlon* Les polysaccharides capsulaires sont contenus dans la 
phase surnageante et sont recueillis. 

La dose de vaccin admini s tree, k 1 'animal h proteger 
est suffisante pour provoquer la reponse desiree de production 

35 d*anticorpstf Generalement» des <3oses de 0|0066 & 0^66 rog/g de 
polds corporel se sont montrees satlsfalsantes. Des injections 
perlodiques du vaccin sont necessaires pour maintenir les taux 
Indispensables d'anticorps. Le vaccin peut gtre administre 
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a 1' animal de la fagon n^cessalre pour provoquer une rjponse 
convenable de production d'anticorps. Ces injections peuvent 
Stre effectuees une f ois par seroaine* une fois par quinzaine, . 
une fois par mois ou m&me mbins souvent* pourvu que le taux 
5 d^sir^ d*anticorps soit maintenu chez 1* animal* Dans le cas 
des vachesi des doses d'environ 0,07 a 0,11 mg/kg se sont mon- 
trdes efficaces lorsqu'on les a adminiatrfes en deux injections 
& 14 jours d*intervalle* Le vaccin pr^f^re est le polysaccharide 
capsulaire obtenu en cultivant S, epidermidis ATCC 31432 ou 
10 S. aureus , souches A et B. 

D*autres details de la pr^sente invention ressortent 
des exemples suivants. donnes & titre non limitatif. 

EXEMPLE 1 

Une souche diffuse selon Smith est cultive a 37*C 

15 pendant environ 18 heures dans un milieu forme d*une infusion 
'^coeuT'-cervell'e. Les organismes sont ensuite recueillis par 
centrifugatlon k 700Q.x g pendant 20 minutes et mis en suspen- 
sion dans- une solution & 0, 85 % de NaCl apres un lavage ayec 
la solution & Of&5 % de NaCl par centrifugatlon* La turbiditd 

20 de cette suspension bact^rienne ^est aJustiSe & une density- 

optique. de 1»0 & 430 m|i et la suspension est autoclave. & 121 *C 
pendant 15 minutes po\ar produire un vaccin "tue la chaleur". 
On injecte 1,5 ml du vaccin tu6- par la chaleur dans la veine 
auriculaire du lapin trois jours consecutifs pendant trois se^. 

25 maines. Dix jours apr6s 1 'injection finale, on prSleve le sang 
du lapin et on en s^pare le s&rum* XbutefoiSt lorsque le titre 
du sdrumest insuffisant, on effectue les injections de rappel. 
L'activite de 1 'anti-*serum est titree comme suit : le serum 
d'essai est filtri sur une membrane it pores de diametre imfd*^ 

30 rieur & 0,6 .}x. Le serum est dilue selon un systeme de dilution 
d'un facteur 2, de 1:2 h 1:128, avec une solution a 0,85. % 
de NaCl* La souche diffuse selon Smith est cultiv^e dans le 
bouillon d* infusion coeur-cervellje & 37*C pendant environ 18 
heiires puis dilute & lO^*^ avec une solution sterile de NaCl 

35 a 0,85 %• On verse 0,1 ml de 1* anti-serum dilue ci-dessus et 
0,1 ml de suspension bactdrienne diluee dans des tubes k essai 
st^riles puis on ajoute 10 ml de 1' infusion coeur-cervelle - 
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contenant 0,15 % de gilosey que.l*on maintlent & 45**50*C 
apr&s autoclavage k 121 **C pendant IS minutes. 

.Les tubes a essai sont malntenus & 4*C. pendant 30 
& 60 minutes pour isoiidifier le milieu* Cnsuitey on les fait 
5 incuber & 37''C et on determine la morphologie des colonies 

au bout de 18 & 24 hQurss* La souche prbduit alors des colonies 
compactes diffuses dans le milieu SSAi selon la concentration 
de l*anti-s^rum* Dans ce testy on choisit comme unitS la dilu~ 
tion maximale d*anti»s^rum dpnnant des colonies k morphologie 

10 de type compact et on utilise deux unit^s/Oyl ml d*anti-s£rum 
pour les autres essais. Lorsque des souches inconnues encapsu- 
l£es- et diffuses du type S> aureus produisent une croissance 
de type compact dans le milieu SS A contenant le serum anti-^ 
souche diffuse selon Smithy ces souches sont consid^rees comme 

15 appartenant au type A. Lorsqu*une seeonde souche a une croissance 
de type diffus dans le milieu SSA contenant le serum anti- 
souche dififuse selon Smithy ' on prepare un vaccin tue ila chaleur 
et on I'injecte li un lae.in en vue de la preparation de 1» anti- 
serum. La seeonde souche ne presente une croissance de type 

20 compact que dans le milieu SSA contenant des j^nti-s^rums de 
souches homologues. Ce type de souches representatives est la 
souche NS58D et les souches pr^sentant des caracteristiques 
s^rologiques similaires sont consid^rees comme appartenant au 
type Selon la mSme mdthodei lorsque la troisi&me souche a 

25 une croissance de type diffus dans le milieu SSA contenant des 
serums anti-type A et/ou anti-type B, un vaccin tue par la cha- 
leur est forme eh vue de la. preparation d*anti-serum» Cette 
souche ne produit des colonies de type compact que dans le mi- 
lieu SSA contenant l*anti-s4rum de souches homologues. Ce type 

30 de souche rcpr^sentatif est la souche NS41D et les souches pr^- 
sentant des caracteristiques s^rologiques similaires sont con- 
sidSr^es comme appartenant au type C. La souche representative 
du type Dy qui est la souche .NS68Dy est determintfe de la mSme 
fagon. En ce qui concerne les souches des types A, B, C et Dy 

35 les heterogen^itfis s^rologiques sont en outre elucidees par 
les tests d» absorption pour 1« activity de conversiony avec 
passage de la croissance de typ^ diffus h la croissance de type 
compact dans le milieu SSA contenant I'anti-serumy en utilisant 
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chaque type de cellule entiere. L'activite de conversion est 
en outre ccnsideree comma specif ique de I'anticorp-s anti-' 
capsulaire relatif h chaque souche. Par ce proced^, on est par- 
venu a isoler des types nouveauxy a savoir les . types. B, C et D; 
toutefpls, d'autres souches typiques, & savoir des types E, P, 
G, etc., ont 6t6 Impliquees dans la presente invention et ont 
pu'&tre Isoldes. Ces diff^rentes souches encapsulees de aureus 
ont ete cultivees dans le milieu suivant : on dissout 10 g 
de peptone dans 50 ml de solution & 3 % de NaCl a 4*C, en 
deux jours. On ajoute a ce dialysat 50 ml de tampon au phosphate 
1,0 m (Na^HPO^ et KH^PO^) de pH 7,2, 10,0 g de roannitol, 2,0 g 
de lactose, 5,0 g de K^HPO^ et 5,0 g de casamino-acide ei: 
on autoclave le melange a 121 pendant 15 minutes. Ce milieu 
est appel^ milieu roodifid "110". La. souche de S. aureus encapsu-: 
TiSe, par exemple la souche diffuse selon Smith, est cultivee 
dans 30O ml de bouillon modif ie "110«» St 37*C pendant environ 
18 heures. Cinq ml de cette culture sont inocules dans, une 
boite de Petri . con tenant environ 20 ml du milieu modif l<*."llO" 
renfermaht 1,5 % de gdlose, et la culture est effectuate h 37»C 
pendant environ 18 heures. Les organismes sont enleves h 
I'aide d'un racloir et sont traites & l*aide d^un osclllateur 
a ultrasohs (10 kC) pendant 5 minutes. Ce traitement ne provoque 
pas de reduction du nombre des cellules vivantes. La solution 
est centrifug^e h 7000 x g pendant 20 minutes et la liqueur 
surnageante est transferee dans un sac a dialyse. On concentre 
la liqueur surnageante en utilisant du polyethyleneglycol de 
poidk mol^culaire 6000, !i 4'C pendant environ 18 heures. La 
mati^e concentrde est dissoute a un pH. de 7,2 dans un tampon, 
au phosphate M/IS, et la dissolution est suivie d'addition 
respective de 50 }iq/ml de ribonuclease et de 10 )xg/ml de 
ddsoxyribonucld^se. Les matieres ainsi traitees sont maintenues 
a 37*C au bain-marie pendant 30 minutes. On ajoute un volume 
egal de chloroforme contenant du n-butanol dans le rapport 
de 1:5.. On agite-le melange par secousses pendant environ 30 
minutes et on enleve la phase sup^rieure apr^s centrif ugation 
& lOOO X g pendant 15 minutes.. On r^pete cette op&ration Jusqu*k. 
ce que la phase interm^diaire de coiileur blanche ait disparu. 
La phase superieure est ensuite dialysee contre un tampon au 
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phosphate 1/15M, de pH egal i 7,2, a 4'C pendant environ 18 
heures- On ajoute ensuite de I'ac^tate de sodium jusqu|& concen- 
tration finale de 3 » (pH 6,3) i la matiere ainsi obtenue et 
on maiatient le melange a A'C pendant environ IB heurss apres 
5 l*addition de 5 volumes d'alcool ethylique h 95 %• Le pr6cipit6 
resultant est recueilli par centrifugation h 1000 x g pendant. 
15 minutes puis il est redissous dans de 1 'acetate de sodium 
a 3 % . Le traitement- Si I'alcool du precipitfi est c6p6t6 trois 
fois et cinq volumes d'ac^bone sont ensuite ajoutes. Le melange 

10 est agit6 et la liqueur surnageante est jetee apr&s centrifu- 
gation a IQOO X g pendant 5 minutes. De I'ither dthylique est 
ajout^ au pricipitei puis evapore. La substance r^sultante est 
un polysaccharide capsulaire et la preparation est effectu^e 
• pour chaque type de souche. Les polysaccharides obtenus pr^sen- 

15 tent des caracteristiquea s^rologiques diff^rentes dans les 
tests de diffusion en gfiloseiles experiences de protection des 
souris et les tests d' absorption de I'activite de conversion 
des anti-s6rums# La dose pro tec trice minimal e de ces polysaccha- 
rides capsulaires pour des souris pesant 15 i 20 g a ^te trouvee 

20 ^gale & 5 jig par souris- 

EXEMPLE 2 

On cultlve la souche SMU 76 de S. epidermidis et 
on prepare une suspension cellulaire dans une solution physio- 
logique de sel de turbidite egale & 1»0 unite de densite optique 
25 On chauff e la suspension h 121 'C pendant 15 minutes pour pro- 
duire un vaccin "tiie a la chaleur"* On injecte par. voie intr'a^ 
veineuse 1 ml de ce vaccin tue k la chaleur 5i un lapin pesant 
2 kg, pendant une periode de 3 jours consecutifs au cours d'une 
semaine- Dix jours aprfes, on adopte un regime de 3 a 5 in- 
30 jections hebdoroadaires , et on mesure I'activite des anticorps 
du serum hyperimmun de lapin par la mdthode suivante : 

•^On chauff e & 56*C pendant 30 minutes 0,5 ml d'immun- 
s^rum de lapin puis on effectue une dilution en serie, d'un 
• facteur 2 en utilisant une solution k 0,85 % de NaCl. On ajoute 
35 h la dilution 0,1 ml du vaccin tue h la chaleur, on agite 

correctement, on maintient le m^lange/au bain-marie & 37*C pen- 
dant 2 heures puis on le fait incuber h 4*C pendant environ 
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18 heures. On mesure le titre d' agglutination bact^rienne* 
Lorsque la dilution maximale du s^rumy presentant une aggluti- 
nation bactSriennei est inferieure I 1:128| on administre 
d*autres injections du vaccin. 
5 Avec les souches d*organismes SMU-76 ou similaires 

ainsi obtenues» on peut observer une activite protectrice contre 
des infections provoquees par ces souchesi tant par immunisation 
active que par immunisation passive chez la sourisi et on 
observe une homog4niit6 s<rologique avec chacune des autres 
10 souches. De m&me» 11 a 4te d^montrd que ce ph^nomfene peut 6tre 
consid^re corame dtant 11^ h des substances specif Iques existantes 
dans la capsule* De plus, la structure capsulaire de cette sou- 
Che a pu Stre mise en Evidence par 1* etude au microscope . . 

^lectronique* 

15 Extraction du BjOlvsaccharlde capsulaire ; 

On ajoute 10 g d'une peptone k SO ml de solution h. 
3 % de NaCl. Apres dissolution de la peptone a chaudf on trans- 
fhce la solution dans un sac h dialyse et on proc&de h la dialyse 
vls~a-vis de 950 ml de solution & 3 % de NaCl a 4"C pendant 
20 deux nuits. On ajoute & ce dialysat SO ml de solution tamponnee 
au phosphate l,OM de pH ^gal li 7,2 (Na^HPO^, KHjPO^), 10 g de 
mannitol, 2,0. g de lactose, et 5,0 g de KgHPO^. On autoclave 
le melange k 155'C pendant 10 minutes. On a Bugq6c.6 d'appeler 
ce milieu bouillant modifid "110". ha souche S»XI-76 est cultlvee 
25 dans 300 ml da bouillon modif if 110" k- 37*C pendant 24 heures. 
On verse dans 20 ml de ce bouillon contenant 1,5% de gilose, 
5 ml de la suspension de cellules en cours de croissance indiqu^c 
ci-dessus. On laisse reposer la solution a 37'C pendant 24. heures 
puis on enlfeve les organisroes au. racloir. On les traite pendant 
30 5 minutes au moyen d«un osclllateur & ultrasons de 10 kC. Aprfca 
ce traitement, on n 'observe pas de reduction du nombre des cellu- 
les viables. On centrifuge les cellules k 7000 x g pendant 
20 minutes puis on transf ere la liqueur surnageante dans un 
sac k dialyse. On effectue une centrif ligation avec du polyethylfene- 
35 glycol de poids mbl^culaire £gal k 6000, k.**C. on procide 
ii une dialyse vis-&-vis d'une solution tamponnee au phosphate 
15M et on forme un pr4ciplt^ dans la solution par 1- addition 
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d'^thanol. On redlssout ce preclpit^ dans une solution tamponn^e 
au phosphate, en ajoutant un volume ^gal de chloroforme et 
de n-butanol dans le rapport de 5:1. On agite correctement en 
utilisant un homogcSn^iseur. Le prficipit^ blanc obtenu par ce 
5 traiteroent est separi par centrifugation et le traitement est 
r^p^t^ jusqu»& ce qu'il n*apparaisse plus de pr^ciplte- Aprfes 
Elimination des prot^Ines, on ajoute du. citrate de sodium & la 
phase hydrosoluble, a une concentration finale de 3 %. On ajoute 
encore 5 volumes d'ethanol et on recueille le precipi.tE rdsul- 
10 tant par centrifugation. 

On ajoute au prdcipitE un volume correct d^acdtonei 
on melange convenablement puis on jette la liqueur surnageante 
obtenue par centrifugation* Ensuite, on ajoute de 1' Ether au 
prEcipitE et on suit un mode opEratoire semblable & celui qui 
15 a etE indiquE ci-dessus. Enfin, on seche le prdcipitE sous vide-* 
On obtient ainsi le polysaccharide dEsirE* 

Lorsqu'on utilise une souche semblable & la souche 
SMU-76 h la place de cette dernifere, on isole encore un poly- 
saccharide en suivant le mode opEratoire decrit ci-dessus. 
20 11 a ensuite Ete confirm^ que les proprietds s6rolo- 

giques du polysaccharide ainsi obtenu etaient diffErentes de 
celles des souches capsulaires des types A, B, C et D de S. aureus > 

Par 1» immunisation active de sourls avec ce poly- 
saccharide (10 Jig de polysaccharide pour 15 h 20 g de souris), 
25 on protege les animaux d'une infection provoquee par des souches 
SMU-76 ou des souches analogues. De raeme# une activite quanti- 
tative minlmale de serum hyper-immun de lapin prEparee avec 
des souches SMU-76 ou des souches similaires protSgeant des sou- 
ris d'une infection provoquEe par 10^ organismes des souches 
30 SMU-76 ou similaires, a pu Stre totalement absorbEe avec 5 mg 
de ces organismes. Toutefois, des souris immunisEes avec le 
polysaccharide provenant de souches non encapsulees de S. epider- 
midis par la mEthode decrite ci-dessus n'ont pas €ti immunisEes 
vis-i-vis d'une infection provoquEe. De m^mei il y a lieu de 
35 remarquer que 1 'activity de protection de la souris d'un s4rum 
hyper-immun de lapin pr4par6 avec des souches SMU-76 ou des 
souches similaires n'a pas ete absorbee par des souches non 
encapsulies de S. epldermidis. . 
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EXEMPLS 3 

pes numerations leucocytalr.es ont et6 effectuees 
sur le lait provenant de quatre trayons de deux groupes de vaches^ 
les vaches d'un groupe ^tant vacclnSes centre 1 'infection et 
5 les vaches de 1 'autre groupe constituant un groupe tdmoin^ La 
paire ant^rieure de trayons partage un systeme lymphs tique, 
en sorte que la probabilite d'inf ection* d'un second trayon ante- 
rieur, lorsque le premier est infectei est <gale a environ 0,80. 
II en est de mfeme.de la paire posterieure. La probabilite d'in- 
10. fection d'avant en arri&re est faible (environ 0,4). 

Les mesures ont ^te effectuees comme suit : 
Dix Jours apr&s le pr^l&vement Initial d'^chan til Ions, 
1» animal est vaccine. Une semaine aprfes l' injection., le second 
echantillon est pr^levi. Une semaine apr&s le second echantillon, 
15 un troisi&rae ichantillon ^st prdlev6 et une seconde injection . 
est administr^e. Les quatrifeme et cinquifeme echantlllona sont 
• prilev^s respectivement 30 et 60 Jours apres la seconde injection. 
Un troupeau de 196 vaches* h la prison d'dtat de 
Reidsville, est trait* comme dicrit- ci-^essus avec le vaccin 
20 de I'exemplo 2. On ccnatate que : 

1, Le pourcentage de maromite staphylococcique de la. 
vache est r6duit de moltie une semaine apres Xa seconde in- 
jection tandis que le de^gr^ d' infection du groupe teraoin reste 
h peu pres constanti et il en est alnsi pendant 30 jours. 
25 2« Une semaine apr&s la seconde injectioni le degri 

d'infection strep tococdiiue chea le gr^oupe vaccini est r^duit 
d*environ 45 % tandis que le degr^ d' infection du groupe tdmoin 
reste constant, et il en est ainsi pendant 30 Jours aprfes la 
ieconde injection, excepte une l^g&re elevation du degr* d'ln- 
30 fection dans le groupe vaccin6. Trente Jours aprfes la seconde 
•injection, le degr* d' infection du groupe vaccine est passe 
de 45» k un maximum de 60% de son niveau precedent, tandis que 
le degr* d' infection dans le groupe tdmoin est reste essentielle- 
ment constant. 

35 II va de soi que la presents invention n'a et6 d^crite 

qu'a titre explicatif, mais nullement limitatif et que de nom- 
breuses modifications peuvent y fetre apport^es sans sortir de 
son cadre. 
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REVSNDICATIONS 

1. Proc4d£ pour Isoler un polysaccharide capsulalre 
de souches encapsuleesi s^rologiquement dlf f erentesi. de 
Staphvlocoecus aureus ,; caracterise par le fait qu'il consiste: 

a. h. cultiver ladike souche. de S> aureus dans una 
gelose molle au serum,, qui est additionnee de s^rum antl-* 
souche diffuse de Smith; 

b« a. isoler une souche diffuse de type A & croissance 
de type compact dans ladite gelose molle au sdrum; 

Cm h cultiver la souche de .S« aureus dans une gelose 
molle au serum contenant des anti-serums relatlfs aux souches 
du type A 5 

dm h isoler des secondes souches qui pr^sentent en- 
core une croissance de type diffus dans la gelose molle au s&rum; 
15' e. i cultiver ladite souche de S, aureus dans une 

gelose molle au s4rum contenant des anti-sirums relatlfs auxdites 
I secondes souches; 

' f. & isoler une souche du type B qui pr^sente une 

croissance de type compact dans la gelose molle au s^rum; et 
i 20 . gl ^ isoler un polysaccharide capsulaire des souches 

! de type 

2. Proc^de suivant la revendication It caractirise 
par le fait que S» aureus est cultive dans la gelose. molle au 
s^rum contenant des anti-scrums relatlfs aux cinqul&mes souches^ 

25 .les cihquifemes souches du type C qui presentent une croissance 
de type compact dans la gelose molle au s^rum sont Isolees 
I et un polysaccharide capsulaire est isole de ces souches de 

I type C. 

3« Precede suivant la revendication ly caractCrlsC 
^ 30 par. le fait que des sixi&mes souches sont Isoldes d'une culture 

en gelose molle au s^rum contenant des anti-serums relatlfs aux 
souches des types A, B et/ou C; des septiemes souches du type 
D presentant une croissance compacte dans la gSlose molle. au 
serum contenant- des ^nti-serums relatlfs h ces septifemes souches 
35 sont Isoldes; et un polysaccharide capsulaire est isol£ de 
ces souches de type D* 

4« Proccd^ de production d»un vaccin tu6 i la chaieur 
i partir d'une souche de S> eoidermidis ATCC 31432, caracterisi 
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par le fait qu*ll conslste : . 

a* & cultlver la souche de S« epldermldls dans un 
bouillon de culture; 

b. h isoler la suspension cellulalre dudit bouillon;et 

c. a dSsactiver ^ la chaleur la souche en question 
et a recuelllir le vaccin t\x6 h la chaleur. 

5. Procede suivant la revendication 4> caracterls^ 
par le fait que la souche inactivee k la chaleur est inject^e 
k un animal-h&te pour d^clencher une reponse avec prbciuctlpn 
d*anticorps et le s^rum contenant les anticorps de l*h6te en 
question est recueilll. 

6. Proced^ de production d»un vaccin a base d'un poly- 
saccharide dou^ d * activity immunisante contre une infectiony 
caractirise par le fait qu*il conslste : 

a. & cultiver une louche de eoidermidis ATCC 31432 
dans un bouillon de- culture; 

b* > isoler les cellules dudit bouillon et 

c. a souroettre ces cellules i Inaction d'un oscilla- 
teur k ultrasons et k une Elimination des prot^ines puis k 
recueilllr ledit polysaccharide* - 

.7. Le vaccin produit par un proc4d£ suivant I'une 
des revendications 4, 5 et 6* 

8, Medicament destine hotamment a 1* immunisation de 
bovins contre une maladie Inf ectieuse# caract^risi par le fait 

«qu*il renf erme un polysaccharide encapsulE d£rivE de S> epidermidis 
ATCC 31432 en quantity suff isante pour declencher une reponse 
immunisante par production d* anticorps. 

9. Medicament destin^ notamment & immuniser des 
bovins contre une maladie infectieusei caracterisE par le fait 
qu*il contient une quantity d*une souche encapsulEe de S. epider^ 
midis ATCC 31432 desactivee par la chaleur, suff isante pour 
declencher une rdponse immunisante avec production d» anticorps. 
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